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摘 要：采用重组基因酵母法检测了受造纸废水污染的广东四会市邓村河水体的雌激素、抗雌激素和雄激素活性效应。 结果表明，
受造纸废水污染的位点（A ,B ,C点）的雌激素当量值 EEQ(E2 equivalents)、抗雌激素当量值 TEQ(E2 equivalents)、雄激素当量值 DEQ(E2
equivalents)均比对照点 REF高。各位点的雌激素当量值 EEQ如下，对照点 REF为 3.68 ng/L，A点为 20.03 ng/L，B点为 15.332 ng/L，C
点 为 13.27 ng/L。抗雌激素当量值 TEQ如下，REF 为 0.8 ng/L，A点为 138.54 ng/L，B点 为 27.61 ng/L，C点为 31.77 ng/L。雄激素当量值
DEQ如下，REF 点为 0.21 ng/L，A点为 6.52 ng/L，B点为 3.92 ng/L，C点为 4.21 ng/L。
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Abstract：This study tested for estrogenic effect, antiestrogenic effect and androgenic effect of pulp and paper mill effluents
in Dengcun River using a recombinant yeast bioassay. Estrogenic activity can be detected for all the pulp and paper mill
effluents with range from 3.68 to 18.27 ngE EQ/g（dw）of estradiol equivalent. All of samples of pulp and paper mill effluents
in Dengcun showed antiestrogenic activity and androgenic activity . TEQ and DEQ in pulp and paper mill effluents sites were
both higher than those in REF site.







































点如图 1 所示。以棕色玻璃瓶采集各 1 L水样（3次平
行），然后取同一断面水平面 0.5 m 以下左、中、右 3
个点混合样。水样立即加入 50 mL 甲醇（色谱纯）和
400 μL 4 mol/L H2SO4，置于 4 ℃冰盒中运回实验室，
并于 48 h内进行前处理。使用水质参数仪测定各采样
点水质参数（见表 1），如 pH值、温度、硬度和 DO值[11]。
表 1 采样点水质的理化指标[11]
Table 1 Water quality parameters of the Dengcun River and reference river
采样点 REF A B C
位置(GPS) N23°32″75′ E112°58″05′ N23°31″10′ E112°58″23′ N23°31″57′ E112°58″60′ N23°32″46′ E112°58″68′
水温/℃ 24.5±0.1 24.3±0.2 24.1±0.3 24.2±0.2
电导性/μS·cm-1 114.6±2.7 163.8±0.1 150.9±0.1 156.5±0.1
pH 7.9±0.2 7.6±0.1 7.8±0.1 7.5±0.1
溶解氧/mg·L-1 1.8±0.1 1.1±0.3 1.4±0.2 1.3+0.1
注：数据用“平均数±标准差”的形式表示。
取 3 瓶（平行取样）1 L 水样，过 GF/F 滤膜。HLB
固相萃取柱分别加入 10 mL 甲醇和 10 mL Milli-Q
活化，10~15 mL/min过 HLB 柱；加入 2×50 mL 5%的
甲醇水溶液润洗采样瓶，并将润洗溶液过 HLB 柱。擦
干固相萃取装置内的水分，以锡纸轻轻覆盖 HLB 柱，
抽干 2 h；以 4 mL 和 3 mL 甲醇（色谱纯）先后洗脱
HLB柱，再以 3 mL和 2 mL二氯甲烷（色谱纯）先后
洗脱 HLB 柱；合并洗脱液于 N2下轻轻吹干，以 1 mL
甲醇（色谱纯）重新定容，过 0.22 μm有机相滤膜，转




性筛选(Yeast androgen screening, YAS)的 YAS 酵母




℃、150 r/min条件下将 1 mL 新鲜冻融的酵母菌液加
入到 30 mL 培养液中培养过夜。 取过夜培养的菌液
稀释 10 倍于 600 nm 处测定吸光度值，向培养基中






倍稀释，每个样品稀释 8次，吸取 10 μL稀释后的样
品到另外一个 96孔板的相应的孔位置上，待溶剂挥发
干。然后准备适量的生长培养基，接种在一天前培养的
酵母溶液（620 nm吸光度为 1 左右比较适合接种）。
再加入 CPRG(氯酚红-D-半乳糖苷)，使之浓度为 0.1
mg/mL。微孔板以胶带密封好，并以锡纸完全包好，于
微孔板振荡器上 600 r/min 震荡 2 min，使样品与酵母
细胞溶液完全混合，然后置于 32°C 恒温培养 72 h，其
中在 24 h 时再次震荡 2 min。最终以酶标仪(BMG




也作为标准曲线，微孔板上 E2的初始浓度为 2.7 μg/
L (0.01 μmol/L)，纯甲醇样品作为空白。激素 E2 的
YES实验、甲醇空白和只加 60%最大雌激素效应的
E2同时进行。
抗雌激素活性的筛选 (Yeast anti -estrogen
screening, YAES )实验以他莫昔芬(TAM)作为阳性对
照物质。首先在 96 孔板的每一个孔内加入浓度为
1.36 μg/L 的 E2 10 μL（60%的最大雌激素效应所对
用的 E2 浓度），然后加入 10 μL 从最大浓度为 742





以 DHT为雄激素活性筛选（Yeast androgen scr-
eening, YAS)实验的标准对照物质，准备 DHT起始浓
度为 581 μg/L的标准溶液（甲醇溶液，2 μmol/L），在
96孔板上依次稀释，方法同 YES实验，所用菌种为重
组雄激素受体基因的酵母菌，亦由英国 Dr. J P
Sumpter提供 (Brunel University, Uxbridge, UK)。酵母
菌的接种、培养和吸光度检测按照文献[13]方法进行，
所有操作步骤与 YES实验相同，所不同的只是培养
条件，接种样品后于 32 ℃恒温培养 24 h之后，转移







应的 ng/L）。雄激素 DHT的标准曲线采用 Sigmaplot
10.0 软件以 log-logistic 模型拟合。
1.5 质量控制
在雌激素和抗雌激素当量测定实验前，对对照点
REF点水样加入 54.48 ng E2 (加入 54.48 μL 1 mg/L
的 E2 储液)标准样品，提取时与样品同时进行，最后
测得的 EEQ和 TEQ 值在 42~60 ng之间。在雄激素当
量测定实验前，对对照点 REF 点水样加入 500 ng






4 个采样点，REF 采样点雌激素当量值 EEQ (E2 e－
quivalents) 为 3.68 ng/L，A 采样点 EEQ 值最高，为




究设 4个采样点，REF雌激素当量值 TEQ(E2 equiva－
lents) 0.8 ng/L，A采样点值最高，为 138.54 ng/L，B点





如下，REF 采样点为 0.21 ng/L，A 为 6.52 ng/L，B 点
































他莫昔芬当量值 TEQ 为 0.8 ng/L，A 点值最高，为
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